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Verwenduna von CD34 oder einem davon abgeleiteten 
Polypeptid als Zell-Oberf lachen- bzw. Gentr ans f er-Marker 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von CD34 oder 
einem davon abgeleiteten Polypeptid als Zell-Oberf lachen- bzw. 
Gentransf er-Marker . Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung 
ein Gentransf ervektor sowie mit dem Vektor trans fizierte Wirts- 
zellen, wobei der Vektor ein Transgen und eine fur CD34, ein 
Fragment desselben oder eine Variante derselben kodierende Nu- 
kleinsauresequenz enthalt. Der Vektor eignet sich besonders zur 
Anwendung in Verfahren zur Identif izierung und/oder Selektion 
genetisch modif izierter Zellen und in der Gentherapie. Die Er- 
findung betrifft daher ferner Kits zur Durchfuhrung dieser Ver- 
fahren und die Verwendung des Vektors in vitro und in vivo. 

Markergene sind wichtige Hilf smittel , urn die Identif izierung und 
Selektion genetisch modif izierter Zellen in der experimentellen 
Immunologie, Hamatologie und Gentherapie zu ermoglichen. Der low 
affinity nerve growth factor receptor ( vollstandige Lange, 
LNGFR, oder intracytoplasmatisch trunkiert, ALNGFR) , Varianten 
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humaner und muriner Oberf lachenantigene wie CD24, CD2 , CD4£ 
sowie das enhanced green fluorescent protein (EGFP) werden fiir 
diesen Zweck derzeit am haufigsten verwendet . Keiner dieser 
Marker scheint jedoch insbesondere fiir die klinische Praxis 
5 optimal zu sein. Ein fiir diesen Zweck geeigneter Marker sollte 
humanen Ursprungs sein, um eine Immun-Abstofiung zu vermeiden. 
Ferner sollte er nur auf den genetisch veranderten Zellen pra- 
sentiert werden, ohne in den Extrazellularraum freigesetzt zu 
werden. Insbesondere sollten fiir die klinische Praxis einsetz- 
10 bare Marker die physiologischen Funktionen der Targetzellen 
nicht storen. Die bislang verwendeten Oberf lachenmarker sind 
insbesondere fiir den klinischen Einsatz, d.h. im Rahmen einer 
Gentherapie, nur bedingt geeignet (vergl. B. Fehse et al . , Gene 
Therapy 5 (1998) 429-430). 

15 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Ober- 
f lachenmarker zur Identif izierung und Selektion genetisch modi- 
fizierter Zellen zur Verfiigung zu stellen, die die im Zusammen- 
hang mit den im Stand der Technik verwendeten Markern beobachte- 
2 0 ten Nachteile nicht aufweisen. Die Marker sollen insbesondere 
geeignet sein, im Rahmen eines gentherapeutischen Protokolls zur 
Selektion/Identif ikation transduzierter Zellen des hamatopoeti- 
schen Systems, insbe3ondere priitiarer Jiumaner oder muriner T- 
Lymphozyten, verwendet zu werden, ohne mit der Hamatopoese zu 
interf erieren . 



Die Aufgabe wird erf indungsgemaJ5 durch Verwendung des CD34-Ober- 
f lachenantigens , eines Fragmentes desselben oder einer Variante 
derselben gelost. Im besonderen wird die Aufgabe durch den Ge- 
30 genstand der beigefiigten Anspriiche gelost. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde iiberraschenderweise 
f estgestellt , dafl sich CD34 ausgezeichnet zur Identif izierung 
und/oder Selektion genetisch modif izierter Zellen eignet, wobei 
35 als Target-Zellen insbesondere auch primare T-Lymphozyten ver- 
wendet werden konnen, die nach Transduktion mit einem Gentrans- 
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fervektor im Rahmen eines gentherapeutischen Protokolls einem 
Empf angerorganismus verabreicht werden konnen, ohne dafl es zu 
Storungen bei der Hamatopoese koirant. Obwohl hamatopoetische 
Stammzellen CD34 exprimieren, wird durch den von den genetisch 
5 modif izierten Zellen exprimierten Oberf lachenmarker die Hama- 
topoese unerwarteterweise nicht negativ beeinfluBt. Insbesondere 
wurde iiberraschenderweise f estgestellt , daft es durch die Expres- 
sion von CD34 auf den Target-Zellen nicht zu einer negativen 
Beeinf lussung der Zellfunktion bzw. Zelldif f erenzierung kommt . 

10 Es konnte ferner gezeigt werden, dafi der exprimierte Oberf la- 
chenmarker fur die Zielzellen nicht toxisch ist und er - da es 

^ sich um ein humanes Protein handelt - im Empf angerorganismus 
nicht immunogen wirkt. 

15 Da CD34 natiirlicherweise nur auf sehr wenigen Zelltypen, wie 
humanen Vorlaufer- und Stammzellen, exprimiert wird, eignet sich 
CD34 in besonders vorteilhaf ter Weise zum Aufreinigen und zur 
Analyse von Zellen, die CD34 natiirlicherweise nicht exprimieren, 
besonders aber zur Identif ikation und/oder Selektion genetisch 

2 0 modif izierter ( transduzierter ) Zellen, wofiir im Stand der Tech- 
nik insbesondere auch die fur die klinische Praxis zugelassenen 
Technologien, einschliefilich gut charakterisierter monoklonaler 

»Antk6rper, existieren, die eine Anreicherung der markierten 
Zellen in hoher Reinheit gemaJ3 GMP-Bedingungen ((jood manufactu- 
ring practice) gestatten. 

Zum Aufreinigen und zur Analyse bzw. zum Nachweis von Zellen, 
die CD34 natiirlicherweise nicht exprimieren, wird eine fur CD34 
(oder fur ein Fragment desselben oder eine Variante desselben) 
30 kodierende Nukleinsauresequenz mit Hilfe eines Vektors in diese 
Zellen in einer zur dortigen Expression geeigneten Form einge- 
bracht . 
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Fiir die Markierung genetisch modif izierter Zellen wird erfin- 
dungsgema/3 eine fiir CD34 (oder fiir ein Fragment desselben oder 
eine Variante derselben) kodierende Nukleinsauresequenz gemein- 



sam mit der fiir die eigentliche Transduktion verwendeten Gense- 
quenz (Transgen) in die Zielzelle iibertragen. Unter "Transgen" 
wird vorliegend eine Nukleinsauresequenz verstanden, die fiir ein 
Protein , Polypeptid oder Peptid kodiert, das in der Target-Zelle 
(Zielzelle, Wirtszelle) exprimiert wird und dieser Zelle eine 
neue Eigenschaft oder Funktion verleiht. Das Transgen unter- 
scheidet sich somit von anderen im Rahmen der Transduktion iiber- 
tragenen Nukleinsauresequenzen dadurch, daJ3 das in der Wirts- 
zelle gebildete Express ionsprodukt die physiologischen Eigen- 
schaften bzw. die Funktionalitat der Zelle unmittelbar beein- 
flufit. Im Hinblick auf eine gentherapeutische Anwendung handelt 
es sich bei dem Transgen urn eine fiir ein therapeutisch wirksames 
Protein, Polypeptid oder Peptid kodierende Nukleinsauresequenz. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein (Gen- 
trans f er ) -Vektor , der 

(a) ein Transgen (optional) und 

(b) eine fiir einen Oberf lachenmarker kodierende Nukleinsaurese- 
quenz enthalt, 

wobei der Oberf lachenmarker das CD34-Oberf lachenantigen oder ein 
Fragment desselben ist. Erf indungsgemafi eingeschlossen sind 
Varianten dieser Sequenzen, die dieselben oder im wesentlichen 
die gleichen Eigenschaf ten und Vorteile wie das CD34-Oberf la- 
chenantigen aufweisen, wobei samtliche durch Aminosaureaustau- 
sche, -deletionen und -insertionen denkbare Varianten einge- 
schlossen sind. 

Gemafl einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung weist das 
CD3 4 -Oberf lachenantigen die in SEQ ID N0s2 angegebene Sequenz 
auf, wobei die fiir dieses Protein kodierende Nukleinsauresequenz 
vorzugsweise die in SEQ ID NO si angegebene Sequenz ist. Durch 
die Degeneration des genetischen Codes sind erf indungsgemaB 
Varianten und Mutanten dieser Nukleinsauresequenz eingeschlos- 



sen, die fur dasselbe Protein kodieren. Die Erfindung betrifft 
ferner Fragmente, Mutanten und Varianten der in SEQ ID NO si 
angegebenen Sequenz , die fur ein mit CD34 vergleichbares Pro- 
tein, Polypeptid oder Peptid kodieren, das dieselben oder im 
wesentlichen die gleichen Eigenschaf ten aufweist und sich als 
Oberf lachenmarker zur I dent if ikation und/oder Selektion gene- 
tisch modif izierter Zellen eignet . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich gezeigt, dafi Nu- 
kleinsauresequenzen von Vorteil sind, die fur eine verkiirzte 
Form des CD34-Oberf lachenantigens kodieren, d.h. fiir Varianten, 
bei denen die Proteinase C (PKC) Phosphorylierungssites dele- 
tiert sind. Erf indungsgemafi eingeschlossen sind somit cytoplas- 
matisch ganz oder teilweise deletierte Varianten des CD34-Ober- 
f lachenantigens sowie Gentransf ervektoren, die fiir diese Varian- 
ten kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten. Vorzugsweise ist 
diese Nukleinsauresequenz die in SEQ ID N0s3 oder 5 angegebene 
Sequenz . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich gezeigt, dafi bei 
der Expression der trunkierten bzw. deletierten Varianten des 
CD34-Proteins gemafi SEQ ID N0s4 bzw. 6 in besonders geeigneter 
Weise genetisch transduzierte Zellen nachweisen und selektieren 
lassen. Da sich die beiden Polypeptide nur darin unterscheiden, 
da/3 die trunkierte Variante (tCD34) um 15 Aminosauren langer ist 
als die deletierte Variante (dCD34), konnen selbstverstandlich 
auch andere Varianten in Betracht kommen, deren Lange zwischen 
derjenigen der trunkierten und der deletierten Variante liegt. 
Dementsprechend wird die fiir den Oberf lachenmarker kodierende 
Nukleinsauresequenz eine Lange aufweisen, die zwischen den Lan- 
gen der in SEQ ID NO; 3 und 5 angegebenen Sequenzen liegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f estgestellt , dafi die 
trunkierte Variante tCD34, gegeniiber der deletierten Variante, 
dCD34, den Vorteil aufweist, dafi das Oberf lachenantigen stabiler 
in der Membran der transduzierten Zellen verankert ist, wodurch 



die Identif ikation und Selektion der genetisch modif izierten 
Zellen aufgrund der geringeren Freisetzung in den Extrazellular- 
raum deutlich verbessert wird. Gemafi einer besonderen Ausfuh- 
rungsform der Erfindung weist die fur den Oberf lachenmarker 
kodierende Nukleinsauresequenz insbesondere die in SEQ ID N0s3 
angegebene Sequenz oder eine durch Mutation davon abgeleitetete 
Sequenz auf. Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes 
kommen selbstverstandlich auch andere fur tCD34 gemafi SEQ ID 
NO; 4 kodierende Nukleinsauresequenzen in Betracht . Ferner einge- 
schlossen sind Nukleinsauresequenzen, die fur Varianten des 
trunkierten CD34-Oberf lachenantigens (einschl. durch Aminosaure- 
austausche, -deletionen und -insertionen erhaltene Varianten) 
kodieren f die dieselben oder im wesentlichen die gleichen Eigen- 
schaften wie das in SEQ ID N0s4 angegebene Polypeptid aufweisen. 

Der erf indungsgemafie Vektor kann ein nicht-viraler , viraler oder 
retroviraler Vektor sein. Ein gemafi einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform der Erfindung erhaltener retroviraler Vektor, der fur 
tCD34 kodiert, wurde am 27.03-2000 bei der Deutschen Sammlung 
fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder 
Weg lb, D-3812 4 Braunschweig, unter der Nr. DSM 13 39 6 hinter- 
legt . 

Gemafi einer bevorzugten Ausf iihrungsf onti der Erfindung enthalt 
der Gentransf ervektor ferner eine fur einen weiteren Oberf la- 
chenmarker, wie z.B. CD2 , EGFP etc., oder insbesondere fur ein 
tnerapeutisches Gen (wie z.B. Adenosindesaminase (ADA) zur Hei- 
lung des schweren Immunmangel syndroms ADA-SCID; oder andere) 
oder ein Suizidgen kodierende Nukleinsauresequenz. Ein Suizidgen 
als Transgen ermoglicht eine spatere Elimination transduzierter 
Zellen . 

Als Transgen wird erf indungs gemafi jede Nukleinsauresequenz 
(Fremdgen) verstanden, die natiirlicherweise nicht im Genom des 
Wirts- oder Empf angerorganismus oder im Vektorgenom enthalten 



ist bzw. jede Nukleinsauresequenz , die auf einen Empf anger bzw. 
Wirt (eine Empf anger- oder Wirtszelle) iibertragen werden soil. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner eine Wirtszel- 
le, die mit einem vorgenannten Vektor transfiziert ist. Diese 
Wirtszelle zeichnet sich dadurch aus, dafl sie neben dem Transgen 
auch die fur den Oberf lachenmarker kodierende Nukleinsaurese- 
quenz enthalt und der Marker auf der Oberf lache der Wirtszelle 
exprimiert wird. Die Wirtszelle kann eine humane oder nicht- 
humane (z.B. murine) Zelle sein, wobei (humane) T-Lymphozyten 
bevorzugt sind. 

Die Erfindung schliefit die Verwendung eines fur das CD34-Ober- 
f lachenantigen oder ein Fragment derselben oder eine Mutante, 
Variante derselben (Marker) kodierenden Nukleinsauresequenz 
(Markergen) zum Nachweis genetisch modif izierter Zellen ein, bei 
dem man die Nukleinsauresequenz in einen fiir die genetische 
Modif ikation verwendeten Gentransf ervektor einbaut, der eine in 
die Zellen zu trans ferierende Nukleinsauresequenz (Transgen) 
enthalt, wobei man das Markergen und den Vektor so auswahlt, da/5 
der Marker auf der Oberflache der mit dem Vektor transf izierten 
Zellen exprimiert wird, wobei man die genetisch modif izierten 
Zellen durch spezifischen Nachweis des Markers identif iziert . 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren 
zum Nachweis genetisch modif izierter Zellen, bei dem man die 
^Zellen mit einem vorgenannten Vektor transfiziert und die trans- 
duzierten" Zellen durch selektiven Nachweis des auf der Oberfla- 
che der Zellen exprimierten Markers nachweist. Dieser Nachweis 
kann durch verschiedene , dem Fachmann bekannte Methoden durch- 
gefiihrt werden, wie z.B. mittels durchf luBzytometrischer Analyse 
(vgl. Fehse et al . , Hum. Gene Ther. 8 ( 1997) 1815-1824) oder 
immunhistochemischen Methoden (Ruggieri et al . , Human Gene Ther. 
8 (1997) 1611-1623) unter Verwendung von monoklonalen Antikor- 
pern . 
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Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur Selektion 
genetisch modif izierter Zellen, bei dem man die Zellen mit einem 
vorgenannten Vektor trans fiziert und man die transduzierten 
Zellen an ein fur den Oberf lachenmarker spezifisches Agens, 
5 insbesondere einen (monoklonalen) Antikorper, bindet und die 
Zellen somit von den genetisch nicht modif izierten Zellen 
trennt . (wie z.B. durch magnetic cell sorting, Fehse et al . , 
Hum. Gene Ther. 8 (1997) 1815-1824; oder andere Immunadhasion- 
stechniken oder Fluorescence-activated cell sorting, FACS , vgl . 
10 z.B. Phillips et al . , Nat. Med. 2 (1996) 1154-1156). 

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei den in den erfindungs- 
gemaflen Verfahren verwendeten Zellen vorzugsweise urn humane 
Zellen, wobei humane T-Lymphozyten besonders bevorzugt sind. 

15 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Kit zur Durchfiihrung des 
o.g. Nachweis-Verf ahrens , das einen vorgenannten Vektor, Mittel 
zum spezifischen Nachweis des Oberf lachenmarkers ( einschliefilich 
Mittel zur Durchfiihrung einer Durchf luJizytometrie oder Immunhi- 
20 stochemie), insbesondere monoklonale Antikorper, sowie weitere 
zur Durchfiihrung des Nachweises erf orderliche Agentien und 
Hilfsmittel, wie z.B. geeignete Puffer und Blockierungslosungen, 
enthalt . 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Kit zur Durchfiihrung des 
o.g. Selektions-Verf ahrens , das einen vorgenannten Vektor, Mit- 
tel zur spezifischen Bindung des Oberf lachenmarkers , wie z.B. an 
magnetic bzw. paramagnetic beads gekoppelte Antikorper, sowie 
weitere zur Durchfiihrung der Selektion erf orderliche Agentien 
30 und Hilfsmittel enthalt. 

Wie bereits oben erwahnt, zeichnet sich der erf indungsgemafie 
Vektor besonders aufgrund seiner Eignung fur gentherapeutische 
Anwendungen aus . Die Erfindung betrifft daher ferner die Ver- 
35 wendung eines vorgenannten Vektors zur Herstellung eines gen- 
therapeutischen Arzneimittels , insbesondere zur Transduktion von 
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(humanen) T-Lymphozyten, sowie ein diesen Vektor enthaltendes 
gentherapeutisches Arzneimittel . Ferner eingeschlossen ist die 
Verwendung von (humanen) T-Lymphozyten f die mit einem vorgenann- 
ten Vektor transfiziert sind, zur gentherapeutischen Behandlung. 
5 Die Erfindung betrifft schliefllich ein gentherapeutisches Arz- 
neimittel , das ( humane ) T-Lymphozyten enthalt , die mit dem er- 
f indungsgemafien Vektor transfiziert sind. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von 
10 Beispielen, Figuren und einem Sequenzprotokoll naher 
beschrieben. 



15 
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Beispiele 

In den folgenden Beispielen wurden die folgenden allgemeinen 
Techniken verwendet; 

a) Kultivierung von primaren Zellen und Zell-Linien. 

Mononukleare Zellen wurden aus dem Blut gesunder Spender 
durch Zentrif ugation auf einem Ficoll-Gradienten (Biochrom, 
Berlin, Deutschland) isoliert (900 g, 20 Min.). T-Zellen 
wurden mit 10 ng/ml OKT-3 (Cilag, Neuss, Deutschland) stimu- 
25 liert und bei einer Dichte von 2xl0 6 /ml in Gegenwart von 100 

U/ml IL-2 (Roche, Mannheim, Deutschland) in X-vivo 10 
(BioWhittaker , Verviers , Belgien) kultiviert, das 8% autolo- 
ges Serum enthielt (F.A. Ayuk et al . , Gene Ther . 6 (1999) 
1788-1792). Jurkat und K562-Zellen wurden in RPMI 1640 ge- 
30 halten, das 10% f Stales Kalberserum (FCS) und 2 mM Glutamin 

enthielt (alles von Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland) . Die 
Produzentenzellen retroviraler Vektoren Phoenix ampho 
( http : //www. Stanford . edu/group-/holan/NL-phnxr . html , Grig- 
nani, F-, Kinsella, T., Mencarelli, A, et al - , Cancer Res. 
35 58 ( 1998) 14-19) und PG13 (ATCC CRL-10686, http s //www. ATCC . - 

org - vgl. A. D . Miller et al., J. Virol. 65 ( 1991) 2220- 



2224) wurden in Dulbecco's modif iziertem Eagle-Medium gehal- 
ten (DMEM + Glutamax; Gibco BRL) , das mit 10% hitzeinakti- 
viertem FCS und Natriumpyruvat (finale Konzentration ImM, 
Gibco BRL) erganzt worden war, Alle Zellen wurden bei 37 °C 
in feuchter Atmosphare in C0 2 Inkubatoren gehalten (Heraeus, 
Hannover, Deutschland) . 

Gentransfer. in K562, Jurkat und primare humane T-Zellen. 

Primare T-Zellen wurden mit OKT-3 (s.o.) stimuliert und 3 
Tage lang in Gegenwart von 100 U/ml IL-2 kultiviert. Jurkat 
und K562-Zellen wurden ohne vorhergehende Stimulierung 
transduziert . 3xl0 6 Zellen wurden in 3 ml filtiertem, 
Retroviren-enthaltendem Uberstand suspendiert, und 4 jag/ml 
Protaminsulf at (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden hin- 
zugegeben. Die Zellen wurden eine Stunde lang bei 2000 
U/min. in 6-Well-TC Platten (Becton Dickinson) zentrifu- 
giert. Die Transduktionen wurden nach 24 Stunden wiederholt. 
Die Zellen wurden mindestens 2 Tage lang vor der Bestimmung 
der Gentransf er-Ef f izienz in Kultur gehalten. 

Southern, Northern und Western blot 

Southern, Northern und Western blots wurden entsprechend 
Standardprotokollen durchgefuhrt (F.M. Ausubel et al . , Short 
protocols in molecular biology, 2. Auflage, John Wiley and 
Sons, New York, 1992). Southern und Northern blots wurden 
mit radioaktiv ( 32 P) markiertem flCD34 hybridisiert . Bei 
Western blots und Immunoprazipitationen wurden Zell-Lysate 
oder Zellkultur-Uberstande wie unten angegeben verwendet . 
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B&isplel 1: 

Klonieruna, Herstelluna und aenetische Charakterisieruna von 
flCD34-, tCD34- unci dCD34-exprimierenden retroviralen Vektoren 

5 Die drei Arten von CD34, die in dieser Studie analysiert wurden, 
sind in Figur la dargestellt. Die cDNAs fur flCD2 3, tCD34 und 
dCD34 wurden mittels einer RT-PCR mit RNA erhalten, die aus 
humanen TF1 Leukamie-Zellen gewonnen wurde, die CD34 endogen 
exprimieren (Figur 2b und Daten aus Durchf lufi-Zytometrie, nicht 

10 gezeigt) . Dabei wurde die RNA aus humanen CD34 + -Leukamie-Zellen 
(TF1) unter Verwendung des RNeasy Mini Kits isoliert (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) . cDNA wurde unter Verwendung eines oligo-dT 
Primers und Superscript™ Reverser Transkriptase (Gibco BRL) 
entsprechend den Anweisungen des Herstellers synthetisiert . Der 

15 offene Leserahmen fiir flCD34 wurde mittels PCR unter Verwendung 
von Pfu Polymerase (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) und den 
Primern CD34fw 5 ' -AAGGAAAAAAGCGGCCGCCATGCCGCGGGGCTGGAC-3 ' (SEQ 
ID NO: 7) und CD34rev 5 ' -TAAGCTTATCACAATTCGGTATCAGCCACCA-3 ' (SEQ 
ID NO: 8) erhalten. Die flCD34 cDNA diente als Matritze fiir die 

2 0 Herstellung von tCD34 und dCD34 unter Verwendung der Primer 
CD34fw + CD341rev ( 5 ' -CAATAAGCTTATCATGGTTCTAGTTCCAGCC- 
TTTCTCCTGTGGGGCT-3 ' ; SEQ ID NO: 9) bzw. CD34fw + CD34srev (5'- 
CAATAAGCTTATCAATTCATCAGGAAATAGCCAG-3 ' ; SEQ ID NO: 10). 

25 Die Sequenzierung der subklonierten PCR-Produkte ergab einen A-G 
Austausch (durch Vergleich mit den Sequenzen M81104 und S53811 
in GenBank; vgl . D.L. Simmons et al . , J, Immunol. 148 ( 1992) 
267-271) r was zu einem Austausch von Glutamat fiir Lysin in Kodon 
349 von flCD34 f iihrt . Dieses Kodon liegt im zytoplasmatischen 

30 Abschnitt des Proteins und ist in tCD34 und dCD34 nicht vorhan- 
den, daher wurde es fiir diese Studie nicht verandert . Alle Va- 
rianten weisen das kiirzere Signalpeptid auf, das in GenBank 
M81104 beschrieben ist (vgl. D.L. Simmons et al . , J. Immunol. 
148 (1992) 267-271). Die cDNAs wurden in die Polylinker-Region 

35 von pKS und vom retroviralen Expressionsvektor pSFall unter 
Verwendung von Not I und Hindi I I Restriktionsschnittstellen klo- 
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niert . Die retroviralen Vektoren (Fig, 1A) verwenden den Enhan- 
cer/Promoter einer Variante des murinen spleen focus-forming 
virus (SFFVp) zur Initiation der Transkription, der moderate 
Aktivitat in murinen und humanen T-Zellen zeigt (C. Baum et al . , 
5 Virol. 88 (1995) 7541-7547; eigene Resultate) . Ferner enthalten 
sie eine untranslatierte gag-Ersatz -Leader-Region (gag-replace- 
ment (GR) leader region), die grofitenteils die Expression von 
aberranten Proteinen oder Peptiden unterbindet (M. Hildinger et 
al., J. Virol. 73 (1999) 4083-4089). Retrovirale Vektoren mit 

10 hohen infektiosen Titern wurden nach Transduktion der 
resultierenden Plasmide in Phoenix-ampho Verpackungszellen er- 

P halten. Dabei wurden Phoenix- Z el len ( ampho tropes Env-Protein) 
unter Verwendung des Kalziumphosphat-Transduktions-Kits (PeqLab, 
Erlangen, Deutschland) transf iziert . In einigen Experimenten 

15 wurde ein Plasmid-Expressions-Vektor co-transf iziert , der fur 
das Glycoprotein des vesikularen Stomatitis-Virus (VSV-G) ko- 
diert, um gemischte amphotrope/VSV-g Pseudotypen zu erhalten. 
Dies fiihrte zu gemischten Pseudotypen mit Titern, die grofier als 
loVml waren, was die Infektion verschiedener humaner und muriner 

20 Zelltypen gestattete. Um stabile retrovirale Produzentenzellen 
zu erhalten und um die Integritat und Leistungsf ahigkeit der 
retroviralen Konstrukte zu testen, wurden retrovirale Ver- 
packungszellen PG13 und humane K562 Erythroleukamiezellen mit 
den Uberstanden der transduzierten Phoenixzellen transduziert . 

2 5 Durch anschliefiende Sortierung von CD3 4 + -Zellen und Verwendung 
von MACS Technologie (Magnetic cell sorting; Verfahren zur An- 
reicherung von microbeads-Antikorper-markierten Zellen mit Hilfe 
spezieller MACS-Saulen, die in ein starkes Magnetfeld gebracht 
werden) konnten PG13-Zellen (Gibbon-Affe Leukamie Virus Env- 

30 Proteine) Massenproduzentenkulturen hergestellt werden. PG13 
Klone wurden nach limitierender Verdiinnung isoliert. Southern 
blot-Analyse transduzierter polyklonaler PG13 und K562-Zellen 
zeigte die genetische Stabilitat der Konstrukte (Figur lb), 
wodurch sichergestellt wurde, dafi die folgenden Analysen mit 

35 Zellen durchgefiihrt wurden, bei denen die Transgene korrekt 
prozessiert wurden. Uberstande der Zellen wurden nach sechsstiin- 
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diger Inkubation bei 37 °C in X-vivo 10 gesammelt (F.A. Ayuk et 
al., Gene Ther. 6 (1999) 1788-1792). Virale Titer wurden durch 
Transduktion von Jurkat-Zellen mit seriellen Verdiinnungen von 
Virus-enthaltenden Uberstanden und anschlieflender FACS-Analyse 
5 (B. Fehse et al . , Hum. Gene Ther. 8 ( 1997) 1815-1824) bestimmt. 



Beispiel 2: 

Anreicheruna genetisch modif izierter Zellen durch CD34 



10 



Die Durchf luJ3-Zytometrie ergab, da/3 in murinen Fibroblasten- 
PG13-Zellen und in humanen K562 hamatopoetischen Zellen die 
retroviralen Vektoren alle drei CD34-Varianten (flCD34, tCD34 
und dCD34) in jeweils groflen Mengen exprimierten . Die Unter- 
15 schiede in den Transf er-Ef f izienzen entsprechen den Titern der 
Verpackungs zel len . Polyklonale Populationen von PG13 und von 
K562-Zellen / die die drei verschiedenen Versionen von CD34 ex- 
primierten, konnten leicht bis zu einer hohen Reinheit unter 
Verwendung eines auf Immunoaf f initat basierenden Zellsortierens 
2 0 angereicht werden (MACS-Technologie ) (Figur 2A, B) . Dabei wurden 
die Zellen drei Tage nach der Transduktion unter Verwendung des 
CD34-Vorlauf er-Zell-Isolations-Kits (Miltenyi Biotec, Bergisch- 
Gladbach, Deutschland) entsprechend den Anweisungen des Herstel- 
^ lers angereichert (B. Fehse et al . , Hum. Gene Ther. 8 (1997) 
25 1815-1824). Nach der Anreicherung wurden die Zellen mit Phyco- 
erythrin-gekoppeltem anti-CD34 (HPCA-2) markiert, wobei dieser 
Antikorper mit den fur die Anreicherung verwendeten Antikorpern 
nicht interf eriert . Der neue Phanotyp blieb sowohl fur K562 
(Fig. 2B) als auch fur PG13 (Daten nicht gezeigt) mehrere Monate 
30 in Kultur stabil . Es konnte kein Einflufi der Varianten auf die 
Zellprolif eration der transduzierten Zellen festgestellt werden. 
Durchf lu/3-Zytometrie ergab allerdings, da/3 die Zelloberf lachen- 
expression von dCD34 schwacher als diejenige der anderen zwei 
Varianten war. 



- 14 - 



Beispiel 3 : 

Per residuale zytoplasmatische Teil des tCD34 ist an der Mem- 
branverankerung der Zelloberf lachenmolekiile beteiliat . 

5 Um die Mechanismen zu untersuchen, die den beobachtenden Expres- 
sionsunterschieden zugrundeliegen, wurden die drei transduzier- 
ten Varianten von CD34 auf der Ebene des Transkripts und des 
Proteins untersucht. Dies geschah unter Verwendung polyklonaler 
Populationen von K562 und PG13-Zellen, die mit den drei Versio- 

10 nen der retroviralen CD34-Vektoren transduziert worden waren und 
^ die fiir die Expression von CD34 immunselektiert worden waren. 
^ Q as Histogramm der Zelloberf lachenmarkierung mit CD34, mit dem 
die verschiedenen Varianten verglichen wurden, dokumentierte, 
dafl die Expression von dCD34 um eine GroBenordnung niedriger war 

15 als die von tCD34, das auf der Zelloberf lache genauso stark 
vertreten war wie f 1CD34 (Figur 3A) . Vergleichbare Daten konnten 
mit humanen Jurkat-Lymphozyten erzielt werden (nicht gezeigt) . 
Northern blot-Analyse (Figur 3B) bestatigte, daJ3 die drei Va- 
rianten verschiedene Transkriptlangen aufwiesen und gleiche 

20 Gesamtexpressionsraten aufwiesen. Das starkere Signal von flCD34 
in K562-Zellen konnte durch eine hohere Beladung mit RNA erklart 
werden, die sich aus einer Methylenblau-Farbung der Membran vor 
der Hybridisierung ergab (nicht gezeigt) . Dieses Resultat zeigt, 
^ daB das 3'-Ende der CD34 cDNA keine Sequenzen enthalt, die das 

25 Prozessieren der RNA beeinf lussen . Der Expressionsverlust muJ3 
daher aus Unterschieden in der Prozessierung des CD34-Proteins 
stammen (Figur 3C, D) . 

Western blot-Analysen der Zell-Lysate bestatigten die durch die 
30 Durchf lufl-Zytometrie erhaltenen Resultate . Figur 3C dokumentiert 
die, im Vergleich zu den zwei natiirlich vorkommenden Formen 
tCD34 und flCD34 f schwachere Expression von dCD34. Dies spricht 
gegen die unwahrscheinliche Moglichkeit, daJ3 dCD34 im Zytoplasma 
zuriickgehalten wird. Der Western blot ergab auch, daii dCD34, wie 
35 tCD34, verglichen mit flCD34, ein reduziertes Molekulargewicht 
auf weist . 



Zusammengef aflt ergeben diese Resultate, dafl die Membranveranke- 
rung von dCD34, dem der zytoplasmatische Teil fehlt, das aber 
noch die vollstandige Transmembran-Domane enthalt, instabil sein 
kann. Urn dieser Frage nachzugehen, wurden nicht-konzentrierte 
Zellkultur-Uberstande von K562-Zellen, die entweder mit dCD34 
oder tCD34 transduziert worden waren (Figur 3D) immunprazipi- 
tiert. Tatsachlich wurde CD34 in klar erhohten Mengen in den 
Uberstanden der dCD34 exprimierenden Zellen nachgewiesen . Daher 
kann die reduzierte Zelloberf lachenexpression von dCD34 durch 
eine Freisetzung aus der Membran erklart werden. Es kann daraus 
geschlossen werden, dafl der residuale zytoplasmatische Teil des 
tCD34 eine wichtige Funktion bei der Membranverankerung hat und 
dadurch das Ablosen des Zelloberf lachenproteins verhindert . 

Beispiel 4: 

Expression von tCD34 in humanen T-Lymphozyten 

Aufgrund der vorliegenden Resultate wurde tCD34 als inter- 
essanteste Variante fur das Markieren von Zelloberf lachen und 
die Immunselektion von genetisch veranderten Zellen ausgewahlt. 
Eine wesentliche Anwendung dieser Technologie ist die An- 
reicherung von genetisch veranderten Lymphozyten zur Verwendung 
bei adoptivem Transfer in Patienten (C. Bonini et al., Science, 
276 ( 1997) 1719-1724; P. Tiberghien et al . , Hum. Gene Ther. 8 
(1997) 615-624). Daher wurde untersucht, ob die retrovirale, 
vektorvermittelte Expression von tCD34 in humanen T-Zellen 
durchfuhrbar ist. 

Die Transduktion von humanen T-Zellen wird am besten unter Ver- 
wendung von retroviralen Vektoren durchgef iihrt , die mit dem Env- 
Protein des Gibbon-Af f en-Leukamie-Virus (GALV) pseudotypisiert 
sind (GALV) . Diese Vektoren konnen in PG13-Zellen hergestellt 
werden (F.A. Ayuk et al . , Gene Ther. 6 ( 1999) 1788-1792; B.A. 
Bunnell et al . , Blood 89 ( 1997) 1987-1995). Stabile Klone von 
PGIS-Zellen, die den retroviralen Vektor SFalltCD34 in hohen 
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Titern exprimieren, wurden durch limit ierte Verdiinnung der ent- 
sprechenden Massenkultur erhalten. Eine Probe dieses Vektors 
wurde am 2 7.0 3.2 000 bei der DSMZ in Braunschweig (s.o.) unter 
der Nr. DSM 13396 hinterlegt . Uberstande dieser Produzentenzel- 
5 len wurden fiir den Gentransfer in humane Jurkat T -Lymphob las torn- 
Zellen (Figur 4A) und in primare periphere Blutlymphozyten 
(PBLs) verwendet, die mit IL-2 und OKT-3 stimuliert worden waren 
(Figur 4B) . Wie mittels Durchf lufl-Zytometrie bestimmt wurde, war 
die Expression von tCD34 in Jurkat-Zellen geringfiigig hoher als 
10 in primaren T-Zellen. Ein ahnlicher Unterschied wurde auch mit 
^ einem retroviralen Vektor beobachtet, der identische Transkrip- 
m tions-Kontrollelemente enthalt, aber EGFP anstelle von tCD34 
exprimiert (nicht gezeigt) . Die Expression von tCD34 war stark 
genug, um eine Abtrennung dieser Zellen unter Verwendung der 
15 MACS-Technologie sowohl bei Jurkat und PBLs zu ermoglichen. Drei 
unabhangige Experimente wurden mit PBLs durchgef uhrt . Die immun- 
selektierten Zellen wurden stets mit hoher Reinheit erhalten 
(Figur 4). Diese Zellen wurden bis zu einer Woche in Kultur 
beobachtet. Sie blieben CD34-positiv und zeigten keine offen- 
2 0 sichtlichen Anderungen in Proliferation oder Morphologie. 



Beisplel 5 : 

£ Die Verwendung von tCD34 zum Verfolaen von aenetisch veranderten 
2 5 murinen erythroiden, myeloiden und lvmphoiden Zellen in vivo. 

Schliefilich wurde untersucht, ob tCD34 verwendet werden kann, um 
retroviral veranderte murine hamatopoetische Zellen, ein- 
schliefilich primarer T-Zellen, in vivo zu markieren, die nach 

30 Transplantation mit multipotenten Vorlauf er-Zellen erhalten 
werden. Nicht-f raktionierte mononuklare Knochenmarks zellen wur- 
den mit retroviralen Vektoren, die tCD34 oder als Kontrolle EGFP 
exprimierten, transduziert . Diese Vektoren waren im Hinblick auf 
die cis-agierenden Elemente identisch, die die Gen-Expression 

35 kontrollieren (Figur 1) . Im einzelnen wurden die Zellen wie 
folgt gewonnen: Knochenmarkszellen wurden aus der Fibia und den 
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Femuren mannlicher C57B1/6J Spendermause (Alter 12-16 Wochen) 4 
Tage nach intraperitonealer Verabreichung von 5-Fluorouracil 
(Sigma) (150 mg/kg) gewonnen . Mononukleare Zellen wurden in 
IMDM-Medium (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) prastimuliert , 
5 das mit 20 % fotalem Kalberserum, 2 mM Glutamat, 100 U/ml Peni- 
cillin, 100 fig/ml Streptomycin und einem iiblichen 
Wachstumsf aktorcocktail supplement iert worden war, der murines 
IL-3 (10 ng/ml), humanes IL-6 (2 00 U/ml) und murines SCF (50 
ng/ml) enthielt. Rekombinante Wachstumsf aktoren wurden von 

10 Strathmann Biotech erhalten (Hannover, Deutschland) . Nach zwei 
^ Tagen Prastimulation wurden zellfreie Uberstande von gemischten 
ampho/VSV-pseudotypisierten retroviralen Partikeln hinzugegeben . 
■ Die Multiplizitat der Infektion (multiplicity of infection, 

MOI), betrug 0,7 infektiose Partikel pro Zelle, berechnet aus 

15 vorheriger Titration von Aliquots von Uberstanden auf SC-1 
Fibroblasten . Polybren (Sigma) (4 p.g/ml) wurde hinzugegeben, und 
die Zellen wurden eine Stunde lang bei 2000 U/min. zentrifu- 
giert. Dieses Verfahren wurde dreimal innerhalb von 4 8 Stunden 
wiederholt, mit einer Pause von mindestens 8 Stunden zwischen 

2 0 den einzelnen Transduktionsschritten . Vergleichbare Transduk- 
tionsraten wurden dadurch erhalten, dai3 zellfreie Uberstande mit 
aquivalenten Titern verwendet wurden. Einen Tag nach der ab- 
schlieflenden Transduktion wurden die Zellen in die Schwanzvenen 
von lethal bestrahlten (10 Gy) , weiblichen Empfangern (n=6 fur 

25 jeden Vektor) bei einer Dosis von 2,2xl0 6 Zellen pro Maus trans- 
plantiert. Neun Wochen nach der Transplantation wurden die peri- 
pheren Blutzellen mittels Durchf luB-Zytometrie beziiglich der 
Expression des Transgens in erythroiden Zellen (bestimmt durch 
Scatter-Eigenschaf ten) , und in myeloiden Zellen, B-Lymphozyten 

30 und T-Lymphozyten ( identif iziert unter Verwendung der monoklona- 
len Antikorper CDllb, B220, und einer Kombination von CD4 und 
CD8) analysiert. Zellen dieser Linien, einschlieiilich T-Lympho- 
zyten, exprimierten tCD34 in leicht detektierbaren Mengen (Figur 
5A) , woraus geschlossen werden kann, dafl die transgenen und 

35 oberf lachenmarkierten Zellen in vivo intakt dif f erenzieren und 
im Wirts-Organismus verbleiben. Wahrend EGFP und tCD34 in einer 
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vergleichbaren Frequenz in myeloiden und erythroiden Zellen 
gefunden werden konnten, war eine Tendenz dahingehend zu beob- 
achten, dafi lymphoide Zellen mit tCD34 etwas geringf iigiger mar- 
kiert wurden (Figur 5B) . 

5 

Figurenlegenden 
Figur 1 

10 Retrovirale Vektoren fur die Expression aller drei Varianten von 
^ CD34. 

(A) (oben) Schematische Darstellung der drei CD34-Varianten / 
(modif iziert aus D.S. Krause et al . , Blood 87 (1996) 1-13) s Die 

15 zytoplasmatischen Teile von flCD34, tCD34 und dCD34 umfassen 73, 
16 und 1 Aminosauren; (unten) provirale Form der retroviralen 
Vektoren, die fur die Expression von CD34 verwendet wurden. Die 
Grofle der proviralen Form ist ca. 2,6 kb. Die lange terminale 
Wiederholung (long terminal repeat, LTR) stammt von einer Va- 

20 riante des murinen spleen focus forming virus. Die untransla- 
tierte Leader Region enthalt das retrovirale Verpackungssignal 
(II) ohne gag-Sequenzen. Die cDNAs wurden unter Verwendung von 
NotI und Hindlll-Restriktionsschnittstellen eingef iigt . 

i 

25 (B) Southern blot-Analyse der immunselektierten K562- und PG13- 
Zellen, die mit den drei verschiedenen retroviralen CD34 Expres- 
sionsvektoren transduziert worden waren. Genomische DNAs wurden 
mit PstI verdaut . Die Hybridisierung mit der Sonde des humanen 
flCD34 ergab, wie angegeben, korrekte Insertlangen . Hybridisie- 

30 rungssignale mit hoherem Molekulargewicht stammen von zellularen 
Genen. M, DNA Langenstandard-Mischung (Ladder mix, MB I Fermen- 
tas, St. Leon-Rot, Deutschland) . 
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Figur 2 

Auf stabiler Expression von retroviral transduziertem CD34 ba- 
sierende Anreicherung von PG13- und K562-Zellen. 

5 (A) PG13-Zellen nach Trans dukt ion mit Phoenix-Uberstanden vor 
(PG13 pre, analysiert zwei Tage nach Transduktion) und sofort 
nach (PG13 post) Anreicherung unter Verwendung von Immunoaf f ini- 
tats-Saulen . 

0 (B) K562-Zellen vor (K562 pre, analysiert zwei Tage nach Trans- 
duktion) und zwei Monate nach (K582 2mo post) Anreicherung unter 
Verwendung von Immunoaf f initats-Saulen . 

Figur 3 

5 Die Zelloberf lachenexpression von dCD34 ist aufgrund einer Ab- 
gabe in den zellularen Uberstand reduziert. 

(A) Histogramm der CD34-Expression in nicht-klonierten, mit 
dCD34 (d), tCD34 (t) oder flCD34 (fl) transduzierten K562-Zel- 

0 len; Bestimmung mittels Durchf lufl-Zytometrie zwei Monate nach 
der auf Immunaf f initat basierenden Anreicherung; es ergab sich 
eine Reinheit von 96%, 98% bzw. 97%; Zelloberf lachenexpression 
von dCD34 ist im Vergleich mit tCD34 und flCD34 etwa urn eine 
Grofienordnung reduziert. Ahnliche Resultate wurden mit Jurkat- 
5 Zellen erhalten (nicht gezeigt) . 

(B) Northern blot-Analyse von Gesamt-RNA, geerntet aus Massen- 
kulturen von K562 und PG13-Zellen, die mit den drei Varianten 
des CD34-Expressionsvektors transduziert worden waren, oder von 

0 nicht-transduzierten Zellen (-). TFl-Zellen sind als positive 
Kontrolle gezeigt, mit einer endogenen Expression von flCD34 
(untere Bande, ungefahrt 2,3 kb) und tCD34 (obere Bande, unge- 
fahr 2,5 kb) (Krause et al., a.a.O., 1996). Ein Vergleich mit 
der Beladungskontrolle (mit Methylenblau angefarbter Filter, 

5 nicht gezeigt) bestatigte die vergleichbaren Express ionsmengen 
aller drei retroviralen RNAs in transduzierten Zellen. 
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(C) Western blot-Analyse von Zell-Lysaten, geerntet aus trans- 
duzierten unci nicht-transduzierten PG13 und K562-Zellen (diesel- 
ben Kulturen wie in (A) und (B) ) . Eine schwachere Expression von 
dCD34 wird bestatigt. Es ist festzuhalten, daJ3 dCD34 und tCD34 
5 ein geringeres Molekulargewicht (etwa 100 kDa) , verglichen mit 
flCD34 (ungefahr 110 kDa), aufweisen. 20 jig Protein wurden pro 
Spur geladen, CD34 wurde unter Verwendung des monoklonalen Anti- 
korpers QBEND 10, HRP-kon jugiertem Ziege-Anti-Maus lgG und dem 
SuperSxgnal West Pico C 
10 ford, Illinois) bestimmt 



TM 

SuperSignal West Pico Chemoluminiszenzsubstrat (Pierce, Rock- 



vw ( D) Immunprazipitation mit HPCA-2 Antikorper aus zellularen 
Uberstanden von K562-Zellen, die mit tCD34 (t) oder dCD34 (d) 
transduziert worden waren oder von nicht-transduzierten Zellen 
15 (-)• Der Pfeil zeigt losliches CD34 an. Zell-Lysate von 
K562 ; f 1CD34-Zellen sind als positive Kontrolle (co) gezeigt, 
genauso wie immunprazipitierte Lysate von K562 s f 1CD34-Zellen . 
Die Selektion wurde mittels Western blot, wie oben beschrieben, 
durchgef iihrt . 

20 

Figur 4 

Anreicherung von genetisch veranderten humanen T-Zellen, ein- 
schlieBlich primarer peripherer Blutlymphozyten (PBL) unter 
Verwendung von retroviralen Vektoren, die tCD34 exprimieren . Die 

25 Isotypen-Kontrolle ist als Insert (iso) in der Dot blot Analyse 
gezeigt, die vor dem (pre) magnetischen Zellsortieren (MACS- 
Technologie) erhalten wurde. In unabhangigen Experimenten war 
die Reinheit nach der Anreicherung (post) 95,5%, 96,9% und 97,3% 
fur PBL nach einem anfanglichen positiven Signal von 6,7%, 23,9% 

30 und 23,4%. 

Figur 5 

Expression von tCD34 auf murinen peripheren Blutzellen in vivo. 



35 



(A) Representative Dot blots, die die Expression von tCD34 im 
Blut lebender Mause zeigen, Status 9 Wochen nach Knochenmarks- 
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transplantation mit retroviral markierten Zellen. Periphere 
Blutzellen von C57B1/6J Mausen wurden durch Ausbluten der 
Schwanzvene erhalten und wurden mittels Durchf lufl-Zytometrie auf 
die Expression von tCD34 getestet. Mittels Scatter-Prof il und 
5 abstammungsspezif ischen Antikorpern wurden myeloide Zellen 
(CDllb), B-Zellen (B220), T-Zellen (Cocktail von CD4 und CD8) 
und Erythrozyten unterschieden, wobei letztere der Grofle nach 
entsprechend dem Forward Scatter (FSC) bestimmt wurden. Die 
Marker wurden basierend auf Isotypen-Kontrollen angepaiit. 

10 

(B) Die Markierungsef f izienz mit tCD34 ist vergleichbar mit 
Resultaten, die mit EGFP erhalten wurden. Die Multiplizitat der 
Infektion wurde auf eine gleiche Gentransf eref f izienz angepaiit, 
wie durch gleiche Markierung in myeloiden und erythroiden Zellen 
15 aufgezeigt. Es ist f estzuhalten, dafi eine Tendenz dahingehend 
besteht, dafl Lymphozyten mit tCD34 etwas geringer markiert wer- 
den als solche mit EGFP. Gezeigt sind die Mittelwerte (Prozent- 
satz von Marker-positiven Zellen) sowie die Standardabweichun- 
gen. Sechs Tiere waren in einer Experimentengruppe . 

20 

Flgur 6 

Plasmid basierend auf pUC ( Ampicillin-Resistenz , ColEl ori) . Die 
cDNA von zytoplasmatisch trunkierter Variante von humanem CD34 
(tCD34) befindet sich zwischen NotI (5'-Ende) und Hindlll (3'- 
25 Ende) 

In dem Plasmid pSFalphalltCD34 befindet sich der Leserahmen von 
tCD34, einer Spleifivariante des humanen CD34-Dif f erenzierungs- 
antigens , zwischen NotI und Hindlll. Er liegt damit funktionell 

30 unter Kontrolle eines eukaryontischen Promoters mit anschliefien- 
der 5 ' -untranslatierter Region (Region 150 bp stromauf warts von 
Xbal bis NotI, umfasst Sequenzen der Mausretroviren MPSV und 
MESV) . Zur Polyadenylierung gibt das entsprechende Signal im 
Long Terminal Repeat (LTR) des SFFV-Retrovirus Anlass; dieses 

35 LTR befindet sich zwischen Hindlll und Xhol . Die transkriptions- 
regulierenden Signale werden nur bei Transfektion in eukaryon- 



tische Zellen erkannt . Die Sequenzen stromabwarts von Xhol bis 
ca. 150 bp stromauf warts von Xbal umfassen das auf pUC19 basie- 
rende Plasmidriickgrat , das in trans formierten Bakterien Ampicil- 
lin-Resistenz vermittelt und den Replikationsursprung fiir das 
Plasmid tragt . 



Patent ansmriic he s 



Gentrans fervektor , der 

a) ein Transgen unci 

b) eine fur einen Oberf lachenmarker kodierende Nukleinsau- 
resequenz enthalt , 

dadurch gekennzeichnet , dafi der Oberf lachenmarker das CD34- 
Oberf lachenantigen oder ein Fragment desselben Oder eine 
Variante derselben ist . 

Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daJ3 die 
Nukleinsauresequenz fur einen Oberf lachenmarker gemaJ3 SEQ ID 
NOs 2, 4 oder 6 oder fur ein Fragment oder eine Variante 
derselben kodiert . 

Vektor nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die fur den Oberf lachenmarker kodierende Nukleinsauresequenz 
die in SEQ ID NO s 1, 3 oder 5 angegebene Sequenz oder ein 
Fragment, eine Mutante oder Variante derselben ist. 

Vektor nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafl er ein retroviraler Vektor ist. 

Vektor nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafi er eine fur einen weiteren Oberf lachenmarker kodierende 
Nukleinsauresequenz enthalt . 

Vektor mit der Hinterlegungsnummer DSM 13396. 

Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eine fur die Amino- 
sauresequenz gemafi SEQ ID NO s 6, ein Fragment oder eine 
Variante derselben kodierende Nukleinsauresequenz enthalt. 
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8. Vektor nach Anspruch 7 , dadurch gekennzeichnet , da/3 er die 
Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO s 5, ein Fragment, eine 
Mutante oder Variante derselben enthalt . 

9. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daii sie mit einem Vektor 
nach den Anspriichen 1 bis 8 transfiziert ist . 

10. Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daJ3 sie 
eine humane Zelle ist. 

11. Wirtszelle nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi sie 
ein T-Lymphozyt ist. 

12. Verfahren zum Nachweis genetisch modif izierter Zellen, da- 
durch gekennzeichnet, dafl man die Zellen mit einen Vektor 
nach den Anspriichen 1 bis 5 transfiziert und die transdu- 
zierten Zellen durch Nachweis des Oberf lachenmarkers identi- 
fiziert. 

13. Verfahren zur Selektion genetisch modif izierter Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, dafl man die Zellen mit einen Vektor 
nach den Anspriichen 1 bis 5 transfiziert, man die transdu- 
zierten Zellen an ein fur den Oberf lachenmarker spezifisches 
Agens bindet und sie von den genetisch nicht modif izierten 
Zellen trennt . 

14. Verfahren zum Nachweis und zur Analyse von Zellen, die da- 
durch gekennzeichnet, dafl man die Zellen mit einen Vektor 
transduziert , der eine fiir den Oberf lachenmarker CD34, ein 
Fragment desselben oder eine Variante derselben kodierende 
Nukleinsauresequenz enthalt, und man die transduzierten Zel- 
len durch Nachweis des Oberf lachenmarkers identif iziert , 
wobei die Zellen CD34, ein Fragment oder eine Variante des- 
selben nicht natiirlicherweise exprimieren. 
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15. Verfahren zum Aufreinigen von Zellen, die CD34, ein Fragment 
oder eine Variante desselben nicht natiirlicherweise expri- 
mieren, dadurch gekennzeichnet , daJ3 man die Zellen mit einen 
Vektor transf iziert , der eine fiir den Oberf lachenmarker 
CD34, ein Fragment desselben oder eine Variante derselben 
kodierende Nukleinsauresequenz enthalt, und man die transdu- 
zierten Zellen an ein fiir den Oberf lachenmarker spezifisches 
Agens bindet und sie von den Zellen trennt, die den Ober- 
f lachenmarker nicht exprimieren. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15 , dadurch gekennzeichnet, 
dai3 die Nukleinsauresequenz fiir einen Oberf lachenmarker 
gemafl SEQ ID NO: 2, 4 oder 6 oder fiir ein Fragment oder eine 
Variante derselben kodiert . 

17. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die fiir den Oberf lachenmarker kodierende Nukleinsaure- 
sequenz die in SEQ ID NO: 1, 3 oder 5 angegebene Sequenz 
oder ein Fragment, eine Mutante oder Variante derselben ist. 

18. Verfahren nach den Anspriichen 14 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Vektor ein retroviraler Vektor ist. 

19. Verfahren nach den Anspriichen 14 bis 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 man den Vektor entsprechend DSM 13 39 6 verwen- 
det . 

20. Verfahren nach den Anspriichen 12 bis 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Zellen humane Zellen sind. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Zellen T-Lymphozyten sind. 



Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach Anspruch 12, da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 es einen Vektor nach den Ansprii- 
chen 1 bis 5, Mittel zum spezifischen Nachweis des Oberf la- 
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chenmarkers sowie weitere zur Durchf iihrung des Nachweises 
erf orderliche Agenzien und Hilfsmittel enthalt. 



23. Kit zur Durchf iihrung eines Verfahrens nach Anspruch 14, da- 
durch gekennzeichnet , daJ5 es einen wie in den Anspriichen 14 
bis 19 genannten Vektor, Mittel zum spezifischen Nachweis 
des Oberf lachenmarkers sowie weitere zur Durchf iihrung des 
Nachweises erf orderliche Agenzien und Hilfsmittel enthalt. 



Kit zur Durchf iihrung eines Verfahren nach Anspruch 13, da- 
durch gekennzeichnet, daJ3 es einen Vektor nach den Ansprii- 
chen 1 bis 5, Mittel zur spezifischen Bindung des Oberf la- 
chenmarkers sowie weitere zur Durchf iihrung der Selektion 
erf orderliche Agenzien und Hilfsmittel enthalt. 

25. Kit zur Durchf iihrung eines Verfahren nach Anspruch 15, da- 
durch gekennzeichnet, daJi es einen wie in den Anspriichen 14 
bis 19 genannten Vektor, Mittel zur spezifischen Bindung des 
Oberf lachenmarkers sowie weitere zur Durchf iihrung der Selek- 
tion erf orderliche Agenzien und Hilfsmittel enthalt. 




26. Verwendung eines Vektors nach den Anspriichen 1 bis 5 zur in 
vitro Transduktion von T-Lymphozyten . 

27. Verwendung eines Vektors nach den Anspriichen 1 bis 5 zur 
gentherapeutischen Behandlung. 



28. Verwendung von T-Lymphozyten, die mit einem Vektor nach den 
Anspriichen 1 bis 5 transduziert sind, zur gentherapeutischen 
Behandlung . 



29. Verwendung eines Vektors, der eine fur den Oberf lachenmarker 
CD34, ein Fragment desselben oder eine Variante derselben 
kodierende Nukleinsauresequenz enthalt, zum Aufreinigen, zum 
Nachweis und zur Analyse von Zellen in vitro, die CD34, ein 



Fragment oder eine Variante desselben nicht natiirlicherweise 
exprimieren. 

Verwendung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daJ3 der 
Vektor ein Vektor ist, wie er in den Anspriichen 12 bis 17 
genannt ist. 

Gentherapeutisches Arzneimittel , enthaltend einen Vektor 
nach den Anspriichen 1 bis 5. 

Gentherapeutisches Arzneimittel , enthaltend T-Lymphozyten, 
die mit einem Vektor nach den Anspriichen 1 bis 5 transfi- 
ziert sind. 

Verwendung einer fur das CD34-Oberf lachenantigen oder ein 
Fragment desselben oder eine Variante derselben (Marker) 
kodierenden Nukleinsauresequenz (Markergen) zum Nachweis 
genetisch modif izierter Zellen, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
man die Nukleinsauresequenz in einen fur die genetische 
Modif ikat ion verwendeten Gentransf ervektor einbaut, der eine 
in die Zellen zu trans ferierende Nukleinsauresequenz (Trans- 
gen) enthalt, wobei man das Markergen so auswahlt, da/3 der 
Marker auf der Oberflache der mit dem Vektor trans fizierten 
Zellen exprimiert wird, wobei man die transduzierten Zellen 
durch spezifischen Nachweis des Markers identif iziert . 

Verwendung einer fur das CD34-Oberf lachenantigen oder ein 
Fragment desselben oder eine Variante derselben (Marker) 
kodierenden Nukleinsauresequenz (Markergen) zum Nachweis von 
Zellen, die CD34, ein Fragment oder eine Variante desselben 
nicht natiirlicherweise exprimieren, dadurch gekennzeichnet, 
dafl man die Nukleinsauresequenz in einen Vektor einbaut, 
wobei man das Markergen so auswahlt, dafi der Marker auf der 
Oberflache der mit dem Vektor transf izierten Zellen expri- 
miert wird, wobei man die transduzierten Zellen durch spezi- 
fischen Nachweis des Markers identif iziert - 



Z us airnne nf assung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von CD34 oder 
einem davon abgeleiteten Polypeptid als Zell-Oberf lachen- bzw. 
Gentrans f er-Marker . Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung 
ein Gentrans f ervektor sowie mit dem Vektor transf izierte Wirts- 
zellen, wobei der Vektor ein Transgen und eine fur CD34 r ein 
Fragment desselben oder eine Variante derselben kodierende Nu- 
kleinsauresequenz enthalt. Der Vektor eignet sich besonders zur 
Anwendung in Verfahren zur Identif izierung und/oder Selektion 
genetisch modif izierter Zellen und in der Gentherapie . Die Er- 
findung betrifft daher ferner Kits zur Durchf iihrung dieser Ver- 
fahren und die Verwendung des Vektor s in vitro und in vivo. 



Figur 1 



1/6 



m 

r— I 

o 

Oh 



PQ 




$ t ti it i 



^ o 



* 



§ 

i 



-♦-» 

a 

S a* a, P< 
bs m fT> 



i 



o 



CO || 



4-> G 



t: 



IS 

<u 

G 



» S 

> a 




Figur 4 



4/6 




Pigur 5 



5/6 




Figur 6 



Sspl 5087 



212 Ndel 
264 Ehe I 
264 Kas I 
264 Nar I 



700 Xba I 





1142 Spei 
1157 Bglll 
1234 Sfil 
i— 1271 Hindi 
1271 Hpal 



1483 Not I 



1672 Dral 



Xhol 3027 



2170 Stu I 
2180 Acc I 
2267 BamH I 
2337 BstEII 
2444 Hind III 



2539 Nhe I 



- 23 - 



SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Prof. Dr. Axel R. Zander 

<120> Verwendung von CD34 oder einem davon abgeleiteten Polypeptid als 
Zell-Oberf lichen- bzw. Gentransf er-Marker 

<130> P053306 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 

<211> 1122 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1122) 

<223> CD34 (vollstaendige Laenge) 
<400> 1 

atg ccg egg ggc tgg acc gcg ctt tgc ttg ctg agt ttg ctg cct tct 48 
Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 
15 10 15 

ggg ttc atg agt ctt gac aac aac ggt act get acc cca gag tta cct 96 
Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 
20 25 30 

acc cag gga aca ttt tea aat gtt tct aca aat gta tec tac caagaa 144 
Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 
35 40 45 

act aca aca cct agt acc ctt gga agt acc age ctg cac cct gtg tct 192 
Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 
50 55 60 

caa cat ggc aat gag gec aca aca aac ate aca gaa acg aca gtc aaa 240 
Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn lie Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 

ttc aca tct acc tct gtg ata acc tea gtt tat gga aac aca aac tct 288 
Phe Thr Ser Thr Ser Val He Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser 
85 90 95 

tct gtc cag tea cag acc tct gta ate age aca gtg ttc acc acc cca 336 
Ser Val Gin Ser Gin Thr Ser Val He Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro 
100 105 110 

gec aac gtt tea act cca gag aca acc ttg aag cct age ctg tea cct 384 
Ala Asn Val Ser Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro 
115 120 125 

gga aat gtt tea gac ctt tea acc act age act age ctt gca aca tct 432 
Gly Asn Val Ser Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser 
130 135 140 
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ccc act aaa ccc tat aca tea tct tct cct ate eta agt gac ate aag 480 
Pro Thr Lys Pro Tyr Thr Ser Ser Ser Pro lie Leu Ser Asp lie Lys 
145 150 155 160 

gca gaa ate aaa tgt tea ggc ate aga gaa gtg aaa ttg act cag ggc 528 
Ala Glu lie Lys Cys Ser Gly lie Arg Glu Val Lys Leu Thr Gin Gly 
165 170 175 

ate tgc ctg gag caa aat aag ace tec age tgt gcg gag ttt aag aag 576 
lie Cys Leu Glu Gin Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys 
180 185 190 

gac agg gga gag ggc ctg gee cga gtg ctg tgt ggg gag gag cag get 624 
Asp Arg Gly Glu Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gin Ala 
195 200 205 

gat get gat get ggg gec cag gta tgc tec ctg etc ctt gee cag tct 672 
Asp Ala Asp Ala Gly Ala Gin Val Cys Ser Leu Leu Leu Ala Gin Ser 
210 215 220 

gag gtg agg cct cag tgt eta ctg ctg gtc ttg gee aac aga aca gaa 720 
Glu Val Arg Pro Gin Cys Leu Leu Leu Val Leu Ala Asn Arg Thr Glu 
225 230 235 240 

att tec age aaa etc caa ctt atg aaa aag cac caa tct gac ctg aaa 768 
lie Ser Ser Lys Leu Gin Leu Met Lys Lys His Gin Ser Asp Leu Lys 
245 250 255 

aag ctg ggg ate eta gat ttc act gag caa gat gtt gca age cac cag 816 
Lys Leu Gly lie Leu Asp Phe Thr Glu Gin Asp Val Ala Ser His Gin 
260 265 270 

age tat tec caa aag ace ctg att gca ctg gtc ace teg gga gee ctg 864 
Ser Tyr Ser Gin Lys Thr Leu lie Ala Leu Val Thr Ser Gly Ala Leu 
275 280 285 

ctg get gtc ttg ggc ate act ggc tat ttc ctg atg aat cgc cgc age 912 
Leu Ala Val Leu Gly lie Thr Gly Tyr Phe Leu Met Asn Arg Arg Ser 
290 295 300 

tgg age ccc aca gga gaa agg ctg ggc gaa gac cct tat tac acg gaa 960 
Trp Ser Pro Thr Gly Glu Arg Leu Gly Glu Asp Pro Tyr Tyr Thr Glu 
305 310 315 320 



aac ggt gga ggc cag ggc tat age tea gga cct ggg ace tec cct gag 
Asn Gly Gly Gly Gin Gly Tyr Ser Ser Gly Pro Gly Thr Ser Pro Glu 



325 330 335 



1008 



get cag gga aag gee agt gtg aac cga ggg get cag gaa aac ggg ace 1056 
Ala Gin Gly Lys Ala Ser Val Asn Arg Gly Ala Gin Glu Asn Gly Thr 
340 345 350 

ggc cag gee ace tec aga aac ggc cat tea gca aga caa cac gtg gtg 1104 
Gly Gin Ala Thr Ser Arg Asn Gly His Ser Ala Arg Gin His Val Val 
355 360 365 

get gat ace gaa ttg tga 1122 
Ala Asp Thr Glu Leu 
370 
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<210> 2 
<211> 373 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 

15 10 15 

Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 

20 25 30 

Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 

35 40 45 

Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 

50 55 60 

Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn He Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 

Phe Thr Ser Thr Ser Val He Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser 

85 90 95 

Ser Val Gin Ser Gin Thr Ser Val He Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro 

100 105 110 

Ala Asn Val Ser Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro 

115 120 125 

Gly Asn Val Ser Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser 

130 135 140 

Pro Thr Lys Pro Tyr Thr Ser Ser Ser Pro He Leu Ser Asp He Lys 
145 150 155 160 

Ala Glu He Lys Cys Ser Gly He Arg Glu Val Lys Leu Thr Gin Gly 

165 170 175 

He Cys Leu Glu Gin Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys 

180 185 190 

Asp Arg Gly Glu Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gin Ala 

195 200 205 

Asp Ala Asp Ala Gly Ala Gin Val Cys Ser Leu Leu Leu Ala Gin Ser 

210 215 220 

Glu Val Arg Pro Gin Cys Leu Leu Leu Val Leu Ala Asn Arg Thr Glu 
225 230 235 240 

He Ser Ser Lys Leu Gin Leu Met Lys Lys His Gin Ser Asp Leu Lys 

245 250 255 

Lys Leu Gly He Leu Asp Phe Thr Glu Gin Asp Val Ala Ser His Gin 

260 265 270 

Ser Tyr Ser Gin Lys Thr Leu He Ala Leu Val Thr Ser Gly Ala Leu 

275 280 285 

Leu Ala Val Leu Gly He Thr Gly Tyr Phe Leu Met Asn Arg Arg Ser 

290 295 300 

Trp Ser Pro Thr Gly Glu Arg Leu Gly Glu Asp Pro Tyr Tyr Thr Glu 
305 310 315 320 

Asn Gly Gly Gly Gin Gly Tyr Ser Ser Gly Pro Gly Thr Ser Pro Glu 

325 330 335 

Ala Gin Gly Lys Ala Ser Val Asn Arg Gly Ala Gin Glu Asn Gly Thr 

340 345 350 

Gly Gin Ala Thr Ser Arg Asn Gly His Ser Ala Arg Gin His Val Val 

355 360 365 

Ala Asp Thr Glu Leu 
370 
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<210> 3 

<211> 951 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (951) 

<223> CD34 (trunkierte Variante) 
<400> 3 

atg ccg egg ggc tgg acc gcg ctt tgc ttg ctg agt ttg ctg cct tct 48 
Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 
15 10 15 

ggg ttc atg agt ctt gac aac aac ggt act get acc cca gag tta cct 96 
Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 
20 25 30 

acc cag gga aca ttt tea aat gtt tct aca aat gta tec tac caa gaa 144 
Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 
35 40 45 

act aca aca cct agt acc ctt gga agt acc age ctg cac cct gtg tct 192 
Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 
50 55 60 

caa cat ggc aat gag gee aca aca aac ate aca gaa acg aca gtc aaa 240 
Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn He Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 

ttc aca tct acc tct gtg ata acc tea gtt tat gga aac aca aac tct 288 
Phe Thr Ser Thr Ser Val He Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser 
85 90 95 

tct gtc cag tea cag acc tct gta ate age aca gtg ttc acc acc cca 336 
Ser Val Gin Ser Gin Thr Ser Val He Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro 
100 105 110 

gee aac gtt tea act cca gag aca acc ttg aag cct age ctg tea cct 384 
Ala Asn Val Ser Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro 
115 120 125 

gga aat gtt tea gac ctt tea acc act age act age ctt gca aca tct 432 
Gly Asn Val Ser Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser 
130 135 . 140 

ccc act aaa ccc tat aca tea tct tct cct ate eta agt gac ate aag 480 
Pro Thr Lys Pro Tyr Thr Ser Ser Ser Pro He Leu Ser Asp He Lys 
145 150 155 160 

gca gaa ate aaa tgt tea ggc ate aga gaa gtg aaa ttg act cag ggc 528 
Ala Glu He Lys Cys Ser Gly lie Arg Glu Val Lys Leu Thr Gin Gly 
165 170 175 

ate tgc ctg gag caa aat aag acc tec age tgt gcg gag ttt aag aag 576 
He Cys Leu Glu Gin Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys 
180 185 190 

gac agg gga gag ggc ctg gee cga gtg ctg tgt ggg gag gag cag get 624 
Asp Arg Gly Glu Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gin Ala 
195 200 205 
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gat get gat get ggg gee cag gta tgc tec ctg etc ctt gec cag tct 672 

Asp Ala Asp Ala Gly Ala Gin Val Cys Ser Leu Leu Leu Ala Gin Ser 

210 215 220 

gag gtg agg cct cag tgt eta ctg ctg gtc ttg gee aac aga aca gaa 720 

Glu Val Arg Pro Gin Cys Leu Leu Leu Val Leu Ala Asn Arg Thr Glu 

225 230 235 240 

att tec age aaa etc caa ctt atg aaa aag cac caa tct gac ctg aaa 768 

lie Ser Ser Lys Leu Gin Leu Met Lys Lys His Gin Ser Asp Leu Lys 

245 250 255 

aag ctg ggg ate eta gat ttc act gag caa gat gtt gca age cac cag 816 

Lys Leu Gly lie Leu Asp Phe Thr Glu Gin Asp Val Ala Ser His Gin 

260 265 270 

age tat tec caa aag ace ctg att gca ctg gtc acc teg gga gee ctg 864 

Ser Tyr Ser Gin Lys Thr Leu lie Ala Leu Val Thr Ser Gly Ala Leu 

275 280 285 

ctg get gtc ttg ggc ate act ggc tat ttc ctg atg aat cgc cgc age 912 

Leu Ala Val Leu Gly lie Thr Gly Tyr Phe Leu Met Asn Arg Arg Ser 

290 295 300 

tgg age ccc aca gga gaa agg ctg gaa eta gaa cca tga 951 

Trp Ser Pro Thr Gly Glu Arg Leu Glu Leu Glu Pro 

305 310 315 



<210> 4 
<211> 316 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 

15 10 15 

Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 

20 25 30 

Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 

35 40 45 

Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 

50 55 60 

Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn He Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 

Phe Thr Ser Thr Ser Val He Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser 

85 90 95 

Ser Val Gin Ser Gin Thr Ser Val He Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro 

100 105 110 

Ala Asn Val Ser Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro 

115 120 125 

Gly Asn Val Ser Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser 

130 135 140 

Pro Thr Lys Pro Tyr Thr Ser Ser Ser Pro He Leu Ser Asp He Lys 
145 150 155 160 

Ala Glu He Lys Cys Ser Gly He Arg Glu Val Lys Leu Thr Gin Gly 

165 170 175 

He Cys Leu Glu Gin Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys 

180 185 190 

Asp Arg Gly Glu Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gin Ala 
195 200 205 
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Asp 


A 1 -a 

Ala 


Asp 


A 1 n 


v^iy 


A 1 « 

Aia 


Gin 


Val 


Cys 


Ser 


Leu 


Leu 


Leu Ala 


Gin 


Ser 




9 i n 






215 








220 










Val 


Arg 




Pin 


Cys 


Leu 


Leu 


Leu 


Val 


Leu Ala Asn Arg 


Thr 


pin 


225 








230 










235 








240 


He 


Ser 


Ser 


Lys 


Leu 


Gin 


Leu 


Met 


Lys 


Lys 


His 


Gin 


Ser Asp 


Leu 


Lys 










245 








250 








255 




Lys 


Leu 


Gly 


He 


Leu 


Asp 


Phe 


Thr 


Glu 


Gin Asp 


Val 


Ala Ser 


His 


Gin 








260 










265 








270 






Ser 


Tyr 


Ser 


Gin 


Lys 


Thr 


Leu 


He 


Ala 


Leu 


Val 


Thr 


Ser Gly Ala 


Leu 






275 








280 










285 






Leu 


Ala 


Val 


Leu 


Gly 


He 


Thr Gly 


Tyr 


Phe 


Leu 


Met 


Asn Arg 


Arg 


Ser 




290 










295 










300 








Trp 


Ser 


Pro 


Thr 


Gly 


Glu Arg 


Leu 


Glu 


Leu 


Glu 


Pro 








305 










310 










315 











<210> 5 

<211> 906 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (906) 

<223> CD34 (deletierte Variante) 
<400> 5 

atg ccg egg ggc tgg acc gcg ctt tgc ttg ctg agt ttg ctg cct tct 48 
Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 
15 10 15 

ggg ttc atg agt ctt gac aac aac ggt act get acc cca gag tta cct 96 
Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 
20 25 30 

acc cag gga aca ttt tea aat gtt tct aca aat gta tec tac caa gaa 144 
Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 
35 40 45 

act aca aca cct agt acc ctt gga agt acc age ctg cac cct gtg tct 192 
Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 
50 55 60 

caa cat ggc aat gag gec aca aca aac ate aca gaa acg aca gtc aaa 240 
Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn He Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 

ttc aca tct acc tct gtg ata acc tea gtt tat gga aac aca aac tct 288 
Phe Thr Ser Thr Ser Val He Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser 
85 90 95 

tct gtc cag tea cag acc tct gta ate age aca gtg ttc acc acc cca 336 
Ser Val Gin Ser Gin Thr Ser Val He Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro 
100 105 110 

gee aac gtt tea act cca gag aca acc ttg aag cct age ctg tea cct 384 
Ala Asn Val Ser Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro 
115 120 125 
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gga aat gtt tea gac ctt tea ace act age act age ctt gca aca tct 432 
Gly Asn Val Ser Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser 
130 135 140 

ccc act aaa ccc tat aca tea tct tct cct ate eta agt gac ate aag 480 
Pro Thr Lys Pro Tyr Thr Ser Ser Ser Pro lie Leu Ser Asp lie Lys 
145 150 155 160 

gca gaa ate aaa tgt tea ggc ate aga gaa gtg aaa ttg act cag ggc 528 
Ala Glu lie Lys Cys Ser Gly lie Arg Glu Val Lys Leu Thr Gin Gly 
165 170 175 

ate tgc ctg gag caa aat aag ace tec age tgt gcg gag ttt aag aag 576 
lie Cys Leu Glu Gin Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys 
180 185 190 

gac agg gga gag ggc ctg gee cga gtg ctg tgt ggg gag gag cag get 624 
Asp Arg Gly Glu Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gin Ala 
195 200 205 

gat get gat get ggg gee cag gta tgc tec ctg etc ctt gee cag tct 672 
Asp Ala Asp Ala Gly Ala Gin Val Cys Ser Leu Leu Leu Ala Gin Ser 
210 215 220 

gag gtg agg cct cag tgt eta ctg ctg gtc ttg gee aac aga aca gaa 720 
Glu Val Arg Pro Gin Cys Leu Leu Leu Val Leu Ala Asn Arg Thr Glu 
225 230 235 240 

att tec age aaa etc caa ctt atg aaa aag cac caa tct gac ctg aaa 768 
lie Ser Ser Lys Leu Gin Leu Met Lys Lys His Gin Ser Asp Leu Lys 
245 250 255 

aag ctg ggg ate eta gat ttc act gag caa gat gtt gca age cac cag 816 
Lys Leu Gly lie Leu Asp Phe Thr Glu Gin Asp Val Ala Ser His Gin 
260 265 270 

age tat tec caa aag ace ctg att gca ctg gtc acc teg gga gee ctg 864 
Ser Tyr Ser Gin Lys Thr Leu lie Ala Leu Val Thr Ser Gly Ala Leu 
275 280 285 

ctg get gtc ttg ggc ate act ggc tat ttc ctg atg aat tga 906 
Leu Ala Val Leu Gly lie Thr Gly Tyr Phe Leu Met Asn 
290 295 300 



<210> 6 
<211> 301 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Met Pro Arg Gly Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser 

15 10 15 

Gly Phe Met Ser Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro 

20 25 30 

Thr Gin Gly Thr Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gin Glu 

35 40 45 

Thr Thr Thr Pro Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser 

50 55 60 

Gin His Gly Asn Glu Ala Thr Thr Asn lie Thr Glu Thr Thr Val Lys 
65 70 75 80 
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<210> 7 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Kuenstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kuenstlichen Sequenz: Primer CD34fw 
<400> 7 

aaggaaaaaa gcggccgcca tgccgcgggg ctggac 36 



<210> 8 
<211> 31 
<212> DNA 

<213> Kuenstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kuenstlichen Sequenz: Primer CD34rev 



<400> 8 
taagcttatc 



acaatteggt atcagccacc 



a 



31 
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<210> 9 
<211> 48 
<212> DNA 

<213> Kuenstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kuenstlichen Sequenz: Primer CD341rev 
<400> 9 

caataagctt atcatggttc tagttccagc ctttctcct gtggggct 48 



<210> 10 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kuenstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kuenstlichen Sequenz: Primer CD34srev 



<400> 10 

caataagctt atcaattcat caggaaatag ccag 



34 



